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PC-3	 (próstata)	 y	 MDA-MB-231	 (mama).	 El	 extracto	 etanólico	 de	 hojas	 de	 P.	 eriopodon	
presentó	 el	 mayor	 efecto	 citotóxico	 con	 valores	 de	 IC50	 por	 debajo	 de	 25	 µg/mL;	 y	 su	






µg/mL.	 Los	 compuestos	 1,	 2	 y	 3	 presentaron	 el	 efecto	 citotóxico	 más	 potente	 y	 fueron	
adicionalmente	evaluados	en	células	tumorales	A549	(pulmón)	y	PC-3	(próstata),	así	como	en	
células	no	 tumorales	HUVEC	y	MCF10.	El	 compuesto	3	 fue	 el	 inhibidor	más	potente	 en	 la	
viabilidad	 celular,	 seguido	 de	 los	 compuestos	 2	 y	 1	 respectivamente.	 Adicionalmente,	 se	





















human	 cancer	 cell	 lines	A549	 (lung),	 PC-3	 (prostate)	 and	MDAMB-231	 (breast).	The	most	
potent	cytotoxic	effect	was	found	in	the	leaves	ethanolic	extract	of	P.	eriopodon	with	IC50	values	
less	than	25	μg/mL.	After	different	chromatographic	techniques,	nine	alkenylphenols	(1	-	9)	
were	 isolated	 from	 the	 ethanolic	 extract	 of	 leaves	 from	 P.	 eriopodon	 and	 their	 molecular	
structures	were	identified	by	the	analysis	of	the	spectroscopic	data	(IR;	NMR	1H,	13C	1D	and	
2D;	 HRESIMS),	 as	 well	 as	 by	 comparison	 of	 the	 spectral	 data	 with	 those	 reported	 in	 the	
literature.	Of	note,	compounds	2,	3,	4,	5,	6,	7,	8	and	9	were	reported	 for	 the	 first	time.	All	
isolated	 compounds	 showed	 cytotoxicity	 against	 the	 human	 cancer	 cell	 lines	 U373	
(glioblastoma)	and	MCF7	(breast)	with	IC50	values	in	a	range	of	1.78	-	40.14	μg/mL.	The	higher	
cytotoxic	effect	of	compounds	1,	2	and	3	was	also	shown	by	MTT	assay	using	additional	cancer	
cell	 lines	 A549	 (lung),	 PC-3	 (prostate)	 and	 non-tumourigenic	 HUVEC	 and	 human	 breast	
MCF10	cells.	Compound	1	was	the	most	potent	inhibitor	of	human	cancer	cell	viability,	follow	
by	 compounds	 2	 and	 1	 respectively.	 Compounds	 1	 and	 2	 induced	 apoptosis	 through	
mitochondrial	permeabilization	and	caspase	activation	while	compound	3	acted	on	cell	fate	
via	 caspase-independent/non-apoptotic	 mechanisms,	 likely	 involving	 mitochondrial	
dysfunctions	 and	 aberrant	 generation	 of	 reactive	 oxygen	 species	 (ROS).	 Finally,	 in	 silico	
modelling	and	molecular	approaches	suggested	that	all	molecules	inhibit	XIAP	by	binding	to	
XIAP-BIR3	domain.	The	results	confirm	the	therapeutic	potential	of	isolated	compounds	from	
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MCF7.	 (A)	 Ensayo	 TUNEL	 sobre	 células	MCF7	 tratadas	por	 12	 h	 en	 ausencia	 (CTRL)	 o	 en	
presencia	de	gibbilimbol	B/eriopodol	A	(30	µg/mL)	y	erioquinol	(10	µg/mL).	La	tinción	de	los	
núcleos	se	realizó	con	DAPI	y	la	barra	de	escala	corresponde	a	100	µm.	(B)	Células	MCF7	vistas	
al	 microscopio	 de	 campo	 claro,	 tratadas	 por	 6	 h	 en	 ausencia	 (CTRL)	 o	 en	 presencia	 de	
















(10	 µg/mL).	 El	 gel	 de	 corrida	 se	 utilizó	 como	 control	 de	 carga.	 Las	 imágenes	 son	
representativas	 de	 tres	 experimentos	 independientes.	 PC:	 control	 positivo.	 (D)	
Inmunofluorescencias	de	caspasa	7	clivada	(rojo)	en	células	MCF7	tratadas	en	ausencia	(CTRL)	
o	en	presencia	de	gibbilimbol	B/eriopodol	A	(30	µg/mL)	y	erioquinol	(10	µg/mL).	Los	núcleos	
(azul)	 fueron	 teñidos	 con	DAPI	 y	 el	 citoesqueleto	 (verde)	 con	 faloidina.	 Las	 imágenes	 son	
representativas	de	cuatro	experimentos	independientes.	La	barra	de	escala	corresponde	a	25	
µm.	............................................................................................................................................................................................69 
Figura	 4-5:	 Muerte	 celular	 y	 disfunción	 mitocondrial	 inducida	 en	 células	 U373	 por	 los	
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µm.	(B)	Células	U373	vistas	al	microscopio	de	campo	claro	(panel	superior)	y	sometidas	a	
tinción	 con	 DAPI	 (panel	 inferior),	 tratadas	 por	 6	 h	 en	 ausencia	 (CTRL)	 o	 en	 presencia	 de	
gibbilimbol	 B/eriopodol	 A	 (30	 µg/mL)	 y	 erioquinol	 (10	 µg/mL).	 La	 barra	 de	 escala	
corresponde	a	50	µm	(panel	superior)	y	10	µm	(panel	inferior).	(C)	Análisis	cuantitativo	de	la	
fluoresencia	 del	 ester	 metílico	 de	 tetrametilrodamina	 (TMRM)	 en	 función	 del	 tiempo,	 en	




la	 fluorescencia	del	TMRM	con	 las	 respectivas	muestras	 control	 (tratadas	 con	el	 vehículo),	
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MTT	 con	 las	 respectivas	 muestras	 control,	 establecidas	 como	 el	 100	 %.	 Los	 datos	 son	
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el	 dominio	 BIR3	 de	 XIAP	 (pdb	5C83).	 Los	 residuos	 del	dominio	 que	 interaccionan	 con	 los	
ligandos	 se	 muestran	 en	 líneas	 gruesas,	 los	 puentes	 de	 hidrógeno	 se	 muestran	 en	 líneas	
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presencia	 de	 gibbilimbol	 B	 y	 eriopodol	 A	 (30	 µg/mL),	 utilizando	 LDH	 como	 control.	 Las	
imágenes	son	representativas	de	tres	experimentos	independientes.	(D)	PCR	en	tiempo	real	y	




relativo	 sobre	 el	 respectivo	 control,	 establecido	 como	 1.	 Las	 imágenes	 y	 los	 datos	 son	
representativos	de	tres	experimentos	independientes.	...............................................................................82 
Figura	4-12:	Esquema	general	de	los	mecanismos	de	muerte	inducidos	en	células	tumorales	
por	 los	 compuestos	 aislados	 de	 P.	 eriopodon.	 (A)	 Evasión	 de	 apoptosis	 como	 una	 de	 las	





medio	 de	 mecanismos	 tanto	 apoptóticos	 como	 independientes	 de	 caspasas.	 (B)	 Los	
compuestos	gibbilimbol	B	y	eriopodol	A	producen	una	respuesta	proapoptótica	en	la	célula,	
induciendo	 disfunción	 mitocondrial,	 liberación	 de	 citocromo	 c	 y	 posterior	 activación	 de	
caspasas	iniciadoras	(caspasa	9)	y	efectoras	(caspasa	7).	(C)	El	compuesto	erioquinol	produce	
una	respuesta	similar	a	nivel	mitocondrial,	pero	sin	la	activación	de	caspasas,	induciendo	una	







































































Figura	 IS.4-45:	 Proporción	 de	 las	 interacciones	 del	 ligando	 con	 la	 proteína,	 durante	 la	










































































































26,4	 millones	 de	 personas	 con	 esta	 enfermedad.	 Actualmente	 los	 tratamientos	 médicos	





que	 pueden	 generar	 multirresistencia	 y	 en	 algunos	 casos	 a	 la	 sobreexpresión	 de	 algunas	
proteínas,	como	por	ejemplo	las	proteínas	IAP	(Proteínas	Inhibidoras	de	Apoptosis),	las	cuales	
evitan	 que	 la	 célula	 entre	 en	 un	 proceso	 apoptótico	 o	 de	 muerte	 celular	 programada	 y	
contribuyen	a	la	progresión	del	tumor.		
	
En	 los	 últimos	 años,	 la	 búsqueda	 de	 nuevos	 agentes	 terapéuticos	 contra	 el	 cáncer	 se	 ha	
enfocado	 principalmente	 en	 afectar	 directamente	 los	 mecanismos	 específicos	 de	 muerte	
celular	a	nivel	molecular,	bien	sea	sobre	receptores	de	muerte	que	se	encuentran	a	nivel	de	
membrana	celular	o	sobre	proteínas	citoplasmáticas,	que	permitan	tratar	de	inducir	toda	la	
maquinaria	 interna	 de	 la	 célula	 hacia	 un	 proceso	 apoptótico.	 Un	 claro	 ejemplo,	 está	


















estudio	 fitoquímico	 de	 la	 especie	 vegetal	 con	 mayor	 efecto	 citotóxico	 y	 poder	 aislar	 e	
identificar	los	compuestos	responsables	de	dicha	actividad.		
Esta	tesis	fue	organizada	en	cuatro	capítulos	secuenciales.	En	el	primer	capítulo	se	presenta	


















A	pesar	de	que	 en	 los	últimos	años	 los	 científicos	han	 retomado	 las	 investigaciones	 en	 los	
productos	naturales	como	 fuente	de	nuevos	medicamentos	para	el	cuidado	de	la	salud	y	el	
tratamiento	de	muchas	 enfermedades	 crónicas	 tales	 como	el	Alzheimer,	Artritis,	Hepatitis,	




activos	 frente	 a	 distintas	 enfermedades,	 tomando	 de	 partida	 las	 fuentes	 naturales1.	 Por	





presenta	 una	 revisión	 general	 sobre	 algunos	 de	 los	 productos	 naturales	 vegetales	 más	
representativos	 utilizados	 en	 el	 tratamiento	 del	 cáncer	 y	 un	 acercamiento	 sobre	 sus	
mecanismos	de	acción,	relacionados	con	algunas	de	las	proteínas	de	muerte	mas	relevantes	en	













como	 la	 lista	 de	 medicamentos	 contra	 el	 cáncer	 que	 han	 proporcionado	 los	 productos	






Numerosas	 investigaciones	 han	 reiterado	 y	 confirmado	 la	 importancia	 que	 tienen	 los	
productos	naturales	en	la	búsqueda	de	moléculas	de	interés	terapéutico	frente	al	cáncer5–8.	La	
primera	generación	de	medicamentos	descubiertos	se	centraba	en	la	obtención	de	moléculas	
que	 actuaran	 como	 agentes	 citotóxicos,	 bien	 sea	 que	 causaran	 daños	 irreparables	 al	 DNA,	













Harringtonia	 (Cephalotaxaceae)	 originario	 de	 Japón.	 A	 partir	 de	 estos	 compuestos	 se	 han	
desarrollado	derivados	semisintéticos	que	mejoran	su	actividad	o	solubilidad	como	lo	son	la	
vindesina,	 vinorelbina,	 vinflunina,	 topotecan	 e	 irinotecan,	 siendo	 estos	 dos	 últimos	
comercializados	 como	 Hycamtin	 y	 Campostar	 por	 GlaxoSmithKline	 y	 Pfizer,	 para	 los	
tratamientos	de	cáncer	de	colon	y	ovario5,8.	











reportado	 estilbenos	 como	 las	 combrestatinas,	 aisladas	 de	 la	 especie	 vegetal	 Combretum	
caffrum	 (Combretaceae)	 donde	 a	 partir	 de	 la	 combrestatina	 A4	 se	 obtuvo	 el	 análogo	
combrestatina	 A4-fosfato	 que	 es	 soluble	 en	 agua	 y	 que	mostró	 tener	 actividad	 promisoria	
contra	el	cáncer	de	tiroides	en	los	ensayos	clínicos	preliminares12	.	
	
Los	 compuestos	 de	 tipo	 flavonoide	 que	 se	 encuentran	 presentes	 en	 la	mayoría	de	 granos,	
verduras	 y	 frutas,	 están	 jugando	 un	 papel	 importante	 en	 el	 descubrimiento	 de	 nuevos	








































R1 = CH3 Vinblastina

























































preventivos,	 tal	 vez	 los	más	 estudiados	para	 el	 tratamiento	de	 algunos	 tipos	de	 cáncer	 de	
mama,	 próstata	 y	 vejiga	 son	 la	 quercetina,	 genisteina	 y	 rohitukina13,14.	 Las	 estructuras	
químicas	de	algunos	 flavonoides	han	servido	de	punto	de	partida	para	el	desarrollo	de	 los	





Tal	 vez	 los	 agentes	 quimioterapéuticos	 derivados	 de	 productos	 naturales	 vegetales	 más	
conocidos	y	utilizados	en	el	 tratamiento	de	diferentes	 tipos	de	cáncer,	 son	 los	 taxanos16–18,	
representados	 principalmente	 por	 el	 paclitaxel,	 aislado	 de	 especie	 vegetal	Taxus	 brevifolia	
(Taxaceae)	y	conocido	inicialmente	como	taxol.		
S
R = CH3 Etoposido





























































































estudio	 clínico24	 para	 el	 tratamiento	 de	 algunos	 tipos	 de	 cáncer	 de	 colon,	 ovario,	 pulmón,	
próstata	y	mama.	Otros	compuestos	que	son	interesantes	debido	a	su	simplicidad	estructural,	
gran	actividad	frente	a	distintos	tipos	de	cáncer	y	baja	toxicidad,	son	los	análogos	sintéticos	






























































Los	 fármacos	 antineoplásicos	 derivados	 de	 fuentes	 vegetales	 se	 caracterizan	 en	 su	 gran	
mayoría	 por	 ser	 agentes	 antimitóticos,	 que	 inducen	 la	 muerte	 de	 las	 células	 cancerosas	
generalmente	cuando	se	encuentran	en	el	proceso	de	Mitosis31.	Esta	es	la	razón	principal	del	
porqué	afectan	también	a	las	células	sanas,	induciendo	daños	sobre	cualquier	célula	del	cuerpo	
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cuales	se	tiene	mayor	conocimiento	a	nivel	de	su	mecanismo	de	acción,	ya	que	adicionalmente	
al	 efecto	 antimitótico	 a	 nivel	 celular,	 también	 puede	 tener	 un	 efecto	 antiangiogénico	 y	
antivascular	 a	 nivel	 del	 tumor35–37,	 inhibiendo	 la	 formación	 de	 nuevos	 vasos	 sanguíneos	 y	
uniéndose	a	la	Tubulina	celular	endotelial	de	las	células	que	revisten	los	vasos	sanguíneos	de	
los	tumores,	las	cuales	generan	cambios	morfológicos	en	las	paredes	vasculares	e	impiden	el	
flujo	 de	 sangre	 hacia	 el	 tumor,	 para	 evitar	 la	 llegada	 de	 nutrientes	 y	 oxígeno,	 induciendo	





cáncer	 de	 ovario	 y	 tumores	 neuroendocrinos	 gastrointestinales	 como	 es	 el	 caso	 del	
Fosbretabulin43.	
	
Los	 lignanos	 como	 la	 podofilotoxina	 y	 sus	 derivados	 comerciales	 Etoposido	 y	 Teniposido	
ejercen	su	mecanismo	de	acción	no	sólo	afectando	a	la	Topoisomerasa	II	sino	que	también	se	
unen	a	la	tubulina,	evitando	tanto	la	formación	de	microtúbulos	como	la	regeneración	del	ADN	
después	 de	 su	 replicación.	 Los	 taxanos	 al	 igual	 que	 la	 podofilotoxina	 actúa	 a	 nivel	 de	 los	
microtúbulos,	pero	en	lugar	de	inhibir	su	formación	a	partir	de	la	polimerización	de	la	tubulina,	






Estos	 compuestos	 impiden	 que	 la	 proteína	 XIAP	 se	 una	 a	 las	 caspasas,	 dejando	 libre	 las	
caspasas	efectoras	de	apoptosis	como	lo	son	las	caspasas	3	y	7,	desencadenando	en	la	célula	el	














nivel	 celular	 que	 pueden	 generar	 multirresistencia,	 se	 puede	 encontrar	 un	 aumento	 o	
sobreexpresión	de	algunas	proteínas,	como	las	proteínas	IAP,	las	cuales	además	de	evitar	que	
la	célula	entre	en	apoptosis,	contribuyen	también	a	la	progresión	del	tumor48.	Las	proteínas	
IAP	 se	 encuentran	a	nivel	 citoplasmático	 en	 la	 célula,	 son	 encargadas	de	 reclutar	 e	 inhibir	
factores	proapoptóticos	y	se	pueden	considerar	como	los	últimos	salvavidas	que	tiene	la	célula	
justo	 antes	de	 entrar	 en	 apoptosis,	 ya	 que	 inhiben	 la	 actividad	 enzimática	 de	 las	 caspasas	






plasmática,	 desensamble	 del	 citoesqueleto	 y	 contracción	 celular50.	 Esta	 forma	 de	 muerte	
celular	programada	es	ejecutada	por	las	caspasas,	a	través	de	las	cuales	la	célula	realiza	de	
forma	 autorregulada	 un	 proceso	 interno	 de	 destrucción	 de	 sus	 proteínas,	 citoesqueleto,	
organelos,	membrana	nuclear	y	ADN,	agrupando	todo	el	material	celular	en	pequeños	cuerpos	
denominados	 cuerpos	 apoptóticos,	 que	 posteriormente	 son	 eliminados	 por	 fagocitosis,	 sin	
generar	 un	 proceso	 inflamatorio51.	 Este	 proceso	 de	 muerte	 celular	 programada	 puede	





mediada	 desde	 la	 mitocondria,	 que	 libera	 diversas	 proteínas	 proapoptóticas	 hacia	 el	
citoplasma	celular	en	respuesta	a	los	estímulos	apoptóticos.	Algunas	de	estas	proteínas	son:	el	
Citocromo	C,	Smac/Diablo,	AIF,	EndoG,	proteínas	de	la	familia	BCL-2	como	BCL-2	y	BCL-XL53.	
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La	más	importante	de	estas	proteínas	proapoptóticas	es	el	Citocromo	C,	el	cual	se	une	y	activa	















presentes	 las	 proteínas	 IAPs	 (Inhibitors	 of	 Apoptosis	 Proteins),	 que	 son	 proteínas	 que	 se	




c-IAP2	 y	NAIP55,56.	 De	 estas	proteínas,	 XIAP	 ha	 sido	 la	más	 estudiada,	 se	 compone	 de	 tres	
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realizada	 por	 la	 proteína	 proapoptótica	 Smac/Diablo	 que	 es	 liberada	 por	 la	 mitocondria.	
Smac/Diablo	actúa	como	un	antagonista	endógeno	de	XIAP,	ya	que	se	une	a	sus	dominios	BIR	
para	 generar	 cambios	 conformacionales	 que	 activan	 la	 degradación	 por	 ubiquitinación	 de	
XIAP	y	evitar	así	la	interacción	entre	XIAP	y	las	caspasas.	Se	ha	determinado	que	Smac/Diablo	
se	une	 fuertemente	 al	 dominio	BIR3	de	XIAP	a	 través	del	 tetrapéptido	AVPI58	del	 extremo	
amino	terminal	de	Smac/Diablo,	dejando	libres	las	caspasas	activas	3,	7	y	9	para	que	la	célula	
pueda	entrar	en	proceso	de	apoptosis59,60.	Este	tetrapéptido	ha	servido	de	punto	de	partida	
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seguida	 del	 sur	 de	 Asia	 y	 Oceanıá	 (300	 spp);	 donde	 las	 especies	 económicamente	 más	
importantes	son	P.	nigrum	L.	(pimienta	negra)	y	P.	bettle	L68.	En	Colombia,	el	género	Piper	es	
conocido	 como	 “cordoncillo”	 debido	 a	 la	 forma	 de	 sus	 inflorescencias	 y	 se	 encuentra	
ampliamente	 distribuido	 en	 bosques	 tropicales	 y	 húmedos,	 especialmente	 en	 regiones	 del	
Chocó,	Antioquia,	Cundinamarca	y	Santander.	
	
Existen	 muchos	 reportes	 referentes	 a	 estudios	 fitoquı́micos	 de	 especies	 pertenecientes	 al	
género	 Piper	 en	 donde	 podemos	 encontrar	 gran	 variedad	 de	 compuestos	 como	 amidas,	
flavonoides,	kavapironas,	lignanos,	neolignanos,	piperólidos,	propenilfenoles	y	terpenos69,70.	














inducción	 de	 apoptosis	 en	 las	 células	 de	 cáncer,	 especialmente	 las	 que	 presentan	
multirresistencia76.	Por	ejemplo	la	piperina	que	es	el	compuesto	responsable	del	sabor	picante	
de	la	pimienta	y	que	es	obtenida	de	los	frutos	de	la	especie	P.	nigrum,	es	capaz	de	potencializar	














contra	 una	 gran	 variedad	de	 células	de	 cáncer	 en	 ensayos	 realizados	 in	 vitro	 e	 in	 vivo.	 La	
piperlongumina,	ha	demostrado	su	gran	potencial	como	agente	antitumoral	frente	a	13	líneas	
celulares	diferentes	que	incluyen	cáncer	de	colon,	mama,	páncreas,	óseo,	piel	y	pulmón,	sin	
causar	 toxicidad	 en	 las	 células	 sanas78.	 Adicionalmente,	 en	 ensayos	 realizados	 in	 vivo,	 la	
piperlongumina	logró	disminuir	de	forma	considerable	el	tamaño	de	los	tumores	inducidos	en	














































y	 SK-MEL-28	 (melanoma),	 ya	 que	 induce	 apoptosis	 por	 la	 vía	 intrínseca	 a	 través	 de	 la	
mitocondria,	causando	la	liberación	de	Citocromo	c	y	posteriormente	la	activación	de	caspasa	
328.	Se	han	reportado	también	una	gran	variedad	de	compuestos	de	tipo	alquenilfenol,	dentro	
de	 los	 que	 se	 encuentran	 los	 gibbilimboles	 A-D	 aislados	 de	 P.	 gibbilimbum	 que	 presentan	





hidroquinona	 como	 la	 (2’E,6’E)-2-farnesil-1,4-benzoquinona	 y	 la	 (2’E,6’E)-2-






En	 general,	 el	 género	 Piper	 constituye	 una	 fuente	 valiosa	 de	 diferentes	 compuestos	 con	
potencial	citotóxico	y	sus	especies	vegetales	deben	ser	consideradas	en	la	búsqueda	de	nuevos	
compuestos	con	potencial	antitumoral.	Por	esta	razón	y	teniendo	en	cuenta	que	el	género	se	
encuentra	 ampliamente	distribuido	 las	diferentes	regiones	de	nuestro	país,	 en	 el	 siguiente	
capítulo	 se	 presentará	 un	 screening	 de	 actividad	 citotóxica	 en	 líneas	 celulares	 de	 cáncer	
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de	 una	 gran	 variedad	 de	 compuestos	 químicos	 con	 diferentes	 propiedades	 químicas	 y	















variedad	 de	 metabolitos	 con	 propiedades	 citotóxicas13–16	 y	 adicionalmente,	 se	 encuentran	
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del	MTT,	 frente	 a	 las	 líneas	 celulares	de	 cáncer	humano	A549	(pulmón),	 PC-3	(próstata)	 y	
MDA-MB-231	(mama).	Las	especies	vegetales	que	mostraron	tener	mayor	potencial	citotóxico	
fueron	P.	eriopodon,	P.	bogotense	y	P.	cumanense	con	valores	de	IC50	alrededor	de	30	µg/mL	
para	 las	 tres	 líneas	 celulares	 evaluadas	 en	 el	 ensayo.	 El	 efecto	 citotóxico	más	 potente	 fue	
obtenido	con	el	extracto	etanólico	de	hojas	de	P.	eriopodon,	con	valores	de	IC50	de	17.7	µg/mL	





Cundinamarca	 y	 Santander.	 Un	 espécimen	 de	 cada	 especie	 fue	 depositado	 en	 el	 Herbario	
Nacional	 Colombiano	 del	 Instituto	 de	 Ciencias	 Naturales	 de	 la	 Universidad	 Nacional	 de	
Colombia,	e	identificado	por	el	biólogo	Adolfo	Jara	Muñoz	(ver	Tabla	2-1).	
2.2.2 Preparación	de	Extractos	
Todas	 las	 plantas	 fueron	 sometidas	 a	 un	 proceso	 de	 secado	 a	 temperatura	 ambiente	 y	
protegidas	 de	 la	 luz.	 Posteriormente,	 las	 partes	 secas	 de	 las	 plantas	 (hojas,	 madera	 o	
inflorescencias)	 se	 sometieron	 a	 un	 proceso	 de	 molienda	 y	 extracción	 exhaustiva	 por	
maceración	con	etanol	al	96%.	Por	cada	extracto	se	realizaron	tres	extracciones	a	temperatura	
ambiente,	cada	una	por	un	tiempo	de	72	horas.	Finalmente,	se	recuperó	el	solvente	a	presión	
reducida	 por	 rotavapor	 y	 se	 obtuvieron	 los	 diferentes	 extractos	 etanólicos,	 que	
posteriormente	fueron	evaluados	en	el	ensayo	de	citotoxicidad.	
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2.2.3 Cultivos	celulares	
















celular	 se	 calculó́	 como:	%	 supervivencia	=	100	 (X/control),	 donde	X	 es	 el	 promedio	de	 la	













Las	 especies	 vegetales	 y	 las	 partes	 de	 las	 plantas	 empleadas	 para	 preparar	 cada	 extracto	
etanólico	se	muestran	en	la	Tabla	2-1.	En	el	ensayo	de	citotoxicidad,	se	evaluaron	un	total	de	
28	 extractos	 etanólicos	 obtenidos	 a	 partir	 de	 16	 especies	 vegetales	 del	 género	 Piper.	 Los	
valores	de	IC50	para	los	extractos	evaluados,	fueron	calculados	a	partir	de	una	curva	completa	
dosis-respuesta	frente	a	las	tres	líneas	celulares	A549,	PC-3,	MDA-MB-231	y	se	consideraron	
































































































































































































































































etanólicos	de:	P.	 eriopodon	 (hojas,	 infloresencias	y	madera);	P.	pesaresanum	 (hojas);	P.	 cumanense	
(hojas	e	infloresencias);	P.	bogotense	(hojas);	P.	arboreum	(madera).	













































































































































































































































































































































































































































































































































































































cumanense	 (hojas	e	 infloresencias);	P.	aduncum	 (infloresencias);	P.	bogotense	 (hojas);	P.	arboreum	
(madera).	












Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Inflorescencias	 78.16	±	10.7a	 >	100	 >	100	
Piper	amalago	 COL	510519	 Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	arboreum	 COL	519815	
Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Madera	 60.29	±	7.22b	 27.25	±	2.08a	 61.29	±	3.65a	
Piper	arthante	 COL	515965	 Madera	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	cf.	asperiusculum	 COL	579924	
Hojas	 89.45	±	10.3c	 >	100	 >	100	
Inflorescencias	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	bogotense	 COL	517696	
Hojas	 38.83	±	3.89de	 27.89	±	2.44b	 49.21	±	5.22b	
Inflorescencias	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	cumanense	 COL	518183	
Hojas	 43.78	±	3.23e	 30.08	±	1.59b	 44.75	±	1.85c	
Inflorescencias	 31.10	±	2.56f	 18.03	±	1.35c	 55.78	±	4.07d	
Piper	el	bancoanum	 COL	518182	 Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	eriocladum	 COL	517694	
Madera	 >	100	 >	100	 >	100	
Madera	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	cf.	eriopodon	 COL	516757	
Hojas	 17.84	±	2.24g	 11.88	±	0.69d	 20.75	±	1.12e	
Inflorescencias	 33.74	±	3.83df	 16.90	±	1.85c	 53.22	±	4.22d	
Madera	 26.60	±	1.85f	 44.70	±	3.70e	 39.56	±	2.51f	
Piper	hispidum	 COL	510518	
Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Raíces	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	holtonii	 COL	517184	
Madera	 >	100	 >	100	 >	100	
Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	marginatum	 COL	591820	
Madera	 >	100	 >	100	 >	100	
Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	peltatum	 COL	512098	 Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Piper	pertomentellum	 COL	579920	
Hojas	 >	100	 >	100	 >	100	
Inflorescencias	 >	100	 >	100	 >	100	









menores	 a	100	µg/mL.	Por	otro	 lado,	 los	 extractos	 etanólicos	de	hojas	de	P.	 aduncum	 y	P.	
asperiusculum	 presentaron	 actividad	 citotóxica	 moderada	 únicamente	 contra	 células	 de	
cáncer	de	pulmón	(A549).	Reportes	previos	en	la	especie	vegetal	P.	aduncum	han	demostrado	
la	presencia	de	dilapiol,	un	compuesto	de	tipo	arilpropano	que	ha	sido	aislado	de	diferentes	




=	 12	 µg/mL)19,	 mama	 (MCF7,	 IC50	 =	 27	 µg/mL),	 pulmón	 (H-460,	 IC50	 =	 25	 µg/mL)	 y	
neuroblastoma	 (SF-268,	 IC50	 =	 23	 µg/mL)11,	 mientras	 que	 para	 la	 especie	 vegetal	 P.	
asperiusculum	no	se	encontraron	reportes	previos.		
En	estudios	previos	de	citotoxicidad	en	células	tumorales,	realizados	sobre	sobre	310	especies	





(SF-268,	 IC50	 =	 3.5	µg/mL),	 mama	 (MCF7,	 IC50	 =	 1.8	µg/mL)	 y	 pulmón	 (H-460,	 IC50	 =	 4.8	







estas	 especies	 vegetales	 del	 género	 Piper.	 En	 este	 trabajo,	 se	 reporta	 por	 primera	 vez	 el	
potencial	citotóxico	de	las	especies	vegetales	P.	eriopodon,	P.	cumanense,	P.	pesaresanum	y	P.	
bogotense,	contra	 las	 líneas	celulares	de	cáncer	de	próstata	(PC-3),	mama	(MDA-MB-231)	y	
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pulmón	 (A549).	 Los	 resultados	 obtenidos	 indican	 que	 estos	 extractos	 etanólicos	 pueden	
inhibir	el	crecimiento	de	las	células	de	cáncer	evaluadas	y	merecen	ser	evaluados	en	diferentes	

















de	 comparación	 múltiple	 de	 Tukey	 (p	 <	 0.05).	 Los	 resultados	 mostraron	 que	 existen	
diferencias	significativas	para	la	mayoría	de	los	extractos	en	cada	una	de	las	líneas	celulares	
evaluadas.	El	extracto	que	mostró	la	menor	actividad	citotóxica	fue	el	extracto	etanólico	de	




citotóxico	más	potente	 contra	 las	 líneas	 celulares	de	 cáncer	 evaluadas,	 corresponden	a	 los	
extractos	que	fueron	obtenidos	de	las	hojas,	inflorescencias	y	madera	de	P.	eriopodon,	siendo	
el	extracto	etanólico	de	las	hojas	el	que	presentó	los	valores	de	IC50	más	bajos,	con	valores	de	
























































































P. eriopodon - Hojas
P. eriopodon - Infloresencias
P. eriopodon - Madera
P. cumanense - Hojas
P. cumanense - Infloresencias
P. bogotense - Hojas
P. pesaresanum - Hojas
P. arboreum - Madera
P. asperiusculum - Madera









y	 P.	 asperiusculum)	 mostraron	 tener	 efecto	 citotóxico	 en	 al	 menos	 una	 de	 las	 tres	 líneas	
celulares.	Estos	resultados	demuestran	la	gran	importancia	que	tienen	las	especies	del	género	
Piper	en	la	búsqueda	de	compuestos	con	actividad	citotóxica	y	están	acordes	a	lo	reportado	










encontró	que	10	de	 ellos	mostraron	 tener	 efecto	 citotóxico	 frente	 a	 las	 líneas	 celulares	de	
cáncer	 evaluadas,	 inhibiendo	el	 crecimiento	 celular	 en	una	 relación	dosis-dependiente	 con	
valores	de	IC50	menores	de	100	µg/mL,	7	de	ellos	con	valores	de	IC50	menores	a	50	µg/mL	y	3	
de	ellos	con	valores	de	IC50	por	debajo	de	20	µg/mL.	
El	 género	 Piper	 constituye	 una	 fuente	 importante	 en	 la	 búsqueda	 de	 nuevos	 agentes	
citotóxicos,	ya	que	de	las	16	especies	evaluadas	en	este	capítulo,	P.	aduncum,	P.	arboreum,	P.	





celulares	 de	 cáncer	 humano	 de	 pulmón	 (A549),	 próstata	 (PC-3)	 y	 mama	 (MDA-MB-231),	
fueron	P.	eriopodon,	P.	bogotense	y	P.	cumanense,	con	valores	de	IC50	menores	a	30	µg/mL	en	
cada	una	de	 ellas.	 El	 extracto	 etanólico	de	 las	hojas	de	P.	 eriopodon	mostró	 tener	 el	 efecto	
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El	 género	Piper	 es	 considerado	 como	 el	 género	más	 importante	de	 la	 familia	Piperaceae	y	
existen	 diferentes	 clases	 de	 estudios	 fitoquı́micos,	 donde	 se	 reporta	 una	 gran	 variedad	 de	
compuestos	 como	 amidas,	 flavonoides,	 kavapironas,	 lignanos,	 neolignanos,	 piperólidos,	
propenilfenoles	 y	 terpenos,	 que	 hacen	 de	 este	 género	 una	 fuente	 importante	 y	 variada	de	
estructuras	químicas	con	diferentes	características	biológicas1–3.	Algunos	arilpropanos	como	
el	 dilapiol	 y	 amidas	 como	 la	 piplartina,	 son	 algunos	 ejemplos	 de	 compuestos	 con	 potente	




A-F	 aislados	de	P.	 sarmentosum,	 el	 hidroxichavicol	 aislado	de	P.	 betel	 y	 el	 4-nerodilcatecol	
aislado	de	P.	umbellata	L.,	son	algunos	ejemplos	de	alquenilfenoles	característicos	del	género	
Piper	 y	 que	 también	 han	 demostrado	 su	 potencial	 citotóxico	 y	 antitumoral	 en	 una	 gran	
variedad	de	líneas	celulares	de	cáncer,	evaluadas	en	diferentes	ensayos	in	vitro	e	in	vivo5–9.		
Los	 reportes	 previos	 sobre	 la	 especie	 P.	 eriopodon	 corresponden	 a	 estudios	 realizados	
principalmente	 sobre	 la	 parte	 aérea	 y	 que	 involucran	 la	 determinación	 de	 actividad	
antioxidante	 y	 antifúnigica10.	 Igualmente,	 en	 nuestro	 grupo	 de	 investigación	 se	 habían	
realizado	algunos	estudios	previos	sobre	el	potencial	insecticida	de	P.	eriopodon	contra	larvas	








celulares	 tumorales	 evaluadas	 en	 el	 screening	 de	 citotoxicidad.	 Este	 estudio	 se	 realizó	
enfocado	 en	 la	 búsqueda	 de	 los	 compuestos	 responsables	 de	 dicha	 actividad	 citotóxica,	
partiendo	de	un	fraccionamiento	por	polaridad	creciente	y	únicamente	se	continuó	el	estudio	
cromatográfico	 a	partir	de	 las	 fracciones	que	mostraron	tener	 actividad	 citotóxica.	De	 esta	
forma,	 del	 extracto	 etanólico	 de	 las	 hojas	 se	 aislaron	 nueve	 compuestos	 cuya	 estructura	
molecular	 fue	 determinada	 por	 diferentes	 métodos	 espectroscópicos,	 principalmente	 por	































medio	 de	 cromatografía	 flash,	 utilizando	 como	 fase	 móvil	 un	 sistema	 de	 solventes	
tolueno/acetato	 de	 etilo	 en	 polaridad	 creciente	 (0-100%)	 para	 obtener	 8	 fracciones.	 La	
actividad	 citotóxica	 fue	 retenida	 en	 las	 fracciones	 1	 (34.2	 g)	 y	 2	 (8.0	 g).	 La	 fracción	 1	
posteriormente	fue	sometida	a	un	nuevo	fraccionamiento	por	cromatografía	en	columna	sobre	
sílica	 gel,	 utilizando	 un	 sistema	 de	 solventes	 n-hexano/diclorometano/acetato	 de	 etilo	
(25:70:5),	para	obtener	10	fracciones	(A-J).	La	fracción	E	(12.5	g)	se	fraccionó	nuevamente	por	
medio	 de	 Sephadex	 LH-20	 utilizando	 como	 fase	 móvil	 una	 mezcla	 de	 solventes	 n-
hexano/cloroformo/metanol	(2:2:1),	a	partir	de	la	cual	se	recolectaron	6	fracciones	(E1-E6).	
El	compuesto	1	(7.93	g)	fue	obtenido	después	de	someter	la	fracción	E3	a	una	cromatografía	
en	 columna	 sobre	 Sephadex	 LH-20	 utilizando	 como	 fase	móvil	 un	 sistema	 de	 solventes	n-
hexano/acetona/metanol	 (2:2:1).	 La	 fracción	 E4	 (974,6	 mg)	 fue	 sometida	 a	 un	
fraccionamiento	 sobre	 Sephadex	 LH-20	 y	 fue	 eluída	 con	 una	 mezcla	 de	 solventes	 de	 n-
hexano/acetona/metanol	(2:2:1)	para	obtener	6	fracciones	(E4.1-E4.6).	El	compuesto	3	(33.2	
mg)	 fue	 obtenido	 a	 partir	 del	 fraccionamiento	 de	 E4.4	 (378.8	mg)	 sobre	 Sephadex	 LH-20	
utilizando	como	fase	móvil	una	mezcla	de	los	solventes	n-hexano/acetona/metanol	(2:2:1)	y	
una	posterior	purificación	por	cromatografía	en	columna,	eluída	con	hexano/acetona	(8:2).	La	
fracción	 E4.5	 (266.4	mg)	 fue	 fraccionada	 sobre	 Sephadex	 LH-20	 utilizando	 una	mezcla	 n-
hexano/cloroformo/metanol	(2:2:1)	para	obtener	4	fracciones	(E4.5.1-E4.5.4).	Las	fracciones	
E4.5.2	(31.7	mg)	y	E4.5.4	(70.8	mg)	fueron	sometidas	a	una	purificación	por	cromatografía	en	
columna	 sobre	 sílica	 gel,	 utilizando	 como	 fase	 móvil	 una	 mezcla	 de	 solventes	 n-
hexano/acetona	(8:2)	para	obtener	el	compuesto	6	(28.8	mg).	
La	 fracción	 E5	 (2.19	 g)	 fue	 fraccionada	 por	 cromatografía	 en	 columna	 sobre	 sílica	 gel,	



















obtener	el	compuesto	5	(4.0	mg).	La	 fracción	Q6	(570.5	mg)	 fue	 fraccionada	por	medio	de	
cromatografía	 en	 columna	 sobre	 sílica	 gel	 con	 una	 mezcla	 n-hexano/acetona	 (7:3)	 para	
obtener	7	fracciones	(Q6.1-Q6.7),	obteniendo	en	la	fracción	Q6.1	el	compuesto	2	(166,0	mg)	y	










del	 MMT	 (bromuro	 de	 (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)11.	 Las	 células	 fueron	








un	 periodo	 de	 4	 h	 a	 37°C	 en	 atmosfera	 húmeda	 y	 5%	 CO2.	 Finalmente,	 se	 removió	 el	
sobrenadante,	se	agregaron	100	μL	de	buffer	de	lisis	y	se	midió́	la	absorbancia	en	un	lector	de	
placas	Glomax	Multi	Detection	 System	 (Promega,	Milano,	 Italia).	 Las	 células	no	 tratadas	 se	
usaron	como	control	positivo	y	la	supervivencia	celular	se	calculó	como:	%	supervivencia	=	
100	(X/control),	donde	X	es	el	promedio	de	la	lectura	del	metabolismo	de	MTT	en	un	grupo	de	








molecular	 de	 los	 compuestos	 aislados	 fue	 determinada	 por	 diferentes	 métodos	





El	 compuesto	 1	 (Anexo	 A	 –	 Figuras	 5-1	 a	 5-4)	 fue	 obtenido	 como	 un	 aceite	 incoloro	 e	
identificado	completamente	como	gibbilimbol	B5.		




















El	compuesto	3	 (Anexo	A	–	Figuras	5-9	a	5-12)	 fue	obtenido	como	un	aceite	 incoloro	y	su	
fórmula	molecular	fue	establecida	como	C16H24O2	basada	en	el	pico	de	ion	pseudomolecular	
obtenido	en	el	espectro	HRESIMS	a	m/z	247.1706	[M-H]-	 (calcd.	247.1703).	El	espectro	de	





correspondiente	 al	 fragmento	 de	 alquenilo	 (Tabla	 3-2).	 Basados	 en	 las	 correlaciones	













1	 2	 3	 4	 5	
1	 -	 -	 -	 -	 -	
2	 6.75	(2H,	d,	J	=8.4)	 -	 6.11	(2H,	d,	J	=	9.9)	 6.76	(2H,	d,	J	=	8.3)	 -	
3	 7.04	(2H,	d,	J	=8.4)	 6.71	(1H,	s)	 6.81	(2H,	d,	J	=	9.9)	 7.04	(2H,	d,	J	=	8.3)	 6.69	(1H,	s)	
4	 -	 -	 -	 -	 -	
5	 7.04	(2H,	d,	J	=8.4)	 6.60	(1H,	d,	J	=	7.5)	 6.81	(2H,	d,	J	=	9.9)	 7.04	(2H,	d,	J	=	8.3)	 -	
6	 6.75	(2H,	d,	J	=8.4)	 6.77	(1H,	d	J	=	7.6)	 6.11	(2H,	d,	J	=	9.9)	 6.76	(2H,	d,	J	=	8.3)	 6.51	(1H,	s)	
1’	 2.60	(2H,	t,	J	=	7.3)	 2.54	(2H,	t,	J	=	7.3)	 1.77	(2H,	m)	 2.69	(2H,	m)	 2.26	(2H,	m)	
2’	 2.26	(2H,	m)	 2.24	(2H,	m)	 1.93	(2H,	m)	 1.81	(2H,	m)	 2.04	(2H,	m)	
3’	 5.42	(1H,	brs)	 5.42	(1H,	brs)	 5.34	(1H,	m)	 2.69	(1H,	m)	 5.26	(1H,	brs)	
4’	 5.42	(1H,	brs)	 5.42	(1H,	brs)	 5.34	(1H,	m)	 2.69	(1H,	m)	 5.26	(1H,	brs)	
5’	 1.97	(2H,	m)	 1.98	(2H,	m)	 1.93	(2H,	m)	 1.48	(2H,	m)	 1.91	(2H,	m)	
6’	 1.26	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.23	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
7’	 1.26	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.23	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
8’	 1.26	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.23	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
9’	 1.26	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.23	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
10’	 0.89	(3H,	t,	J	=	6.8)	 0.89	(3H,	t,	J	=	6.7)	 0.85	(3H,	t,	J	=	6.7)	 0.88	(3H,	t,	J	=	6.5)	 1.29	(2H,	m)	
11’	 -	 -	 -	 -	 1.29	(2H,	m)	























1	 2	 3	 4	 5	
1	 153.4	 141.3	 185.9	 154.1	 144.9	
2	 115.0	 143.4	 128.3	 115.4	 143.3	
3	 129.5	 115.6	 151.7	 129.5	 116.8	
4	 134.4	 135.5	 69.6	 133.3	 132.7	
5	 129.5	 120.8	 151.7	 129.5	 133.9	
6	 115.0	 115.3	 128.3	 115.4	 118.4	
1’	 35.2	 35.4	 39.5	 31.5	 35.1	
2’	 34.6	 34.6	 32.4	 34.2	 34.1	
3’	 129.2	 129.3	 127.9	 59.6	 131.0	
4’	 131.1	 131.1	 131.6	 58.6	 131.6	
5’	 32.5	 32.6	 26.6	 32.1	 33.5	
6’	 29.5	 29.5	 29.3	 29.2	 29.8	
7’	 28.8	 28.8	 28.7	 26	 30.6	
8’	 31.7	 31.7	 31.6	 31.8	 30.6	
9’	 22.6	 22.6	 22.5	 22.6	 32.8	
10’	 14.0	 14.1	 14.0	 14.1	 32.8	
11’	 -	 -	 -	 -	 23.6	








(Tablas	3-1	 y	3-2).	 El	 sistema	de	 sustitución	del	anillo	 y	 la	posición	del	doble	 enlace	 en	 la	
cadena	lateral	fueron	confirmados	por	medio	de	los	experimentos	COSY	y	HMBC	(Figura	3-1),	
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El	compuesto	6	 (Anexo	A	–	Figuras	5-22	a	5-25)	 fue	obtenido	 como	un	aceite	 anaranjado	










HMBC	 (Figura	 3-2)	 se	 confirmó	 la	 posición	 del	 doble	 enlace	 en	 el	 carbono	 C-3’	 y	 su	
configuración	 fue	 asignada	 como	 E,	 teniendo	 en	 cuenta	 el	 desplazamiento	 químico	 que	





































































































el	 compuesto	 6	 corresponde	 a	 un	 dímero	 de	 alquenilfenol	 simétrico,	 en	 el	 que	 los	 dos	
monómeros	fueron	determinados	como	dos	unidades	de	(E)-4-(dec-3’-enil)fenol	con	unión	de	
tipo	bifenilo,	a	través	de	los	carbonos	C-2	y	C-2’’	de	los	anillos	aromáticos.	Tanto	el	tipo	de	







6	 7	 8	 9	
2	 -	 -	 -	 6.76	(2H,	d,	J	=8.4)	
3	 7.07	(1H,	d,	J	=2.0)	 6.59	(1H,	m)	 -	 7.05	(2H,	d,	J	=8.4)	
4	 -	 -	 6.45	(1H,	d,	J=2.0)	 -	
5	 7.11	(1H,	dd,	J	=8.2,	2.0)	 -	 -	 7.05	(2H,	d,	J	=8.4)	
6	 6.93	(1H,	d,	J	=8.2)	 6.56	(1H,	m)	 6.74	(1H,	d,	J=2.0)	 6.76	(2H,	d,	J	=8.4)	
1’	 2.65	(2H,	m)	 3.91	(1H,	t,	J=7.3)	 2.55	(2H,	m)	 3.30	(2H,	d,	J	=6.6)	
2’	 2.30	(2H,	m)	 2.36	(1Ha,	m)																2.40	(1Hb,	m)	 2.25	(1H,	m)	 5.77	(1H,	m)	
3’	 5.44	(1H,	m)	 5.21	(1H,	m)	 5.42	(1H,	m)	 5.51	(1H,	m)	
4’	 5.44	(1H,	m)	 5.33	(1H,	m)	 5.42	(1H,	m)	 4.10	(1H,	m)	
5’	 1.98	(2H,	m)	 1.86	(2H,	m)	 1.95	(2H,	m)	 1.51	(1Ha,	m)												1.57	(1Hb,	m)	
6’	 1.28	(2H,	m)	 1.23	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
7’	 1.28	(2H,	m)	 1.20	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
8’	 1.29	(2H,	m)	 1.19	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
9’	 1.29	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
10’	 0.88	(3H,	t,	J	=	6,8)	 0.87	(3H,	m)	 0.87	(3H,	m)	 0.88	(3H,m))	
2''	 -	 -	 -	 6.75	(2H,	d,	J	=8.4)	
3''	 7.07	(1H,	d,	J	=2.0)	 6.67	(1H,	m)	 6.83	(1H,	s)	 7.03	(2H,	d,	J	=8.4)	
5''	 7.11	(1H,	dd,	J	=8.2,	2.0)	 6.57	(1H,	d,	J	=	8.1	Hz)	 -	 7.03	(2H,	d,	J	=8.4)	
6''	 6.93	(1H,	d,	J	=8.2)	 6.67	(1H,	m)	 6.68	(1H,	s)	 6.75	(2H,	d,	J	=8.4)	
1'''	 2.65	(2H,	m)	 2.41	(1Ha,	m)																2.54	(1Hb,	m)	 2.38	(2H,	m)	 2.60	(2H,	m)	
2'''	 2.30	(2H,	m)	 2.08	(2H,	m)	 2.06	(2H,	m)	 1.79	(1Ha,	m)												1.85	(1Hb,	m)	
3'''	 5.44	(1H,	m)	 5.39	(1H,	m)	 5.23	(1H,	m)	 4.07	(1H,	m)	
4'''	 5.44	(1H,	m)	 5.39	(1H,	m)	 5.25	(1H,	m)	 5.48	(1H,	m)	
5'''	 1.98	(2H,	m)	 1.96	(2H,	m)	 1.88	(2H,	m)	 5.65	(1H,	m)	
6'''	 1.28	(2H,	m)	 1.31	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 2.03	(2H,	m)	
7'''	 1.28	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.36	(2H,	m)	
8'''	 1.29	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
9'''	 1.29	(2H,	m)	 1.27	(2H,	m)	 1,27	(2H,	m)	 1.29	(2H,	m)	
10'''	 0.88	(3H,	t,	J	=	6.8)	 0.87	(3H,	m)	 0.87	(3H,	m)	 0.88	(3H,m)	
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El	compuesto	7	(Anexo	A	–	Figuras	5-26	a	5-31)	fue	obtenido	como	un	aceite	amarillo	oscuro	



















lateral	 del	 otro	 monómero,	 se	 realizó	 el	 experimento	 J-Resolved	 (Anexo	 A-Figura	 5-30),	
encontrando	que	la	constante	de	acoplamiento	entre	los	metinos	del	doble	enlace	ubicados	en	















6	 7	 8	 9	
1	 151.0	 141.2	 143.7	 153.6	
2	 123.8	 141.4	 138.1	 115.2	
3	 131.2	 116.9	 127.8	 129.5	
4	 135.4	 135.6	 121.9	 132.2	
5	 129.9	 133.3	 134.8	 129.5	
6	 116.6	 115.5	 114.7	 115.2	
1’	 35.4	 32.5	 35.7	 37.7	
2’	 34.8	 34.5	 34.7	 130.8	
3’	 129.3	 129.5	 129.4	 134.1	
4’	 131.5	 131.2	 131.3	 73,0	
5’	 32.8	 32.7	 32.7	 37.3	
6’	 29.7	 29.7	 31.9	 25.4	
7’	 28.9	 29.0	 29.6	 29.1	
8’	 31.9	 31.9	 31.8	 31.8	
9’	 22.8	 22.7	 22.7	 22.5	
10’	 14.2	 14.2	 14.2	 14.1	
1''	 151.0	 141.6	 141.7	 153.9	
2''	 123.8	 143.4	 127.1	 115.1	
3''	 131.2	 115.0	 116.8	 129.6	
4''	 135.4	 138.4	 134.6	 134.1	
5''	 129.9	 121.1	 143.8	 129.6	
6''	 116.6	 115.1	 117.4	 115.1	
1'''	 35.4	 45.4	 32.6	 30.8	
2'''	 34.8	 39.7	 34.2	 39.0	
3'''	 129.3	 128.2	 129.1	 72.5	
4'''	 131.5	 132.5	 131.5	 132.6	
5'''	 32.8	 32.7	 32.7	 132.7	
6'''	 29.7	 29.5	 31.8	 32.1	
7'''	 28.9	 28.9	 29.7	 28.8	
8'''	 31.9	 31.8	 31.7	 31.3	
9'''	 22.8	 22.7	 22.7	 22.5	
10'''	 14.2	 14.2	 14.2	 14.2	
	
El	compuesto	8	(Anexo	A-Figuras	5-32	a	5-37)	fue	obtenido	como	un	aceite	anaranjado	oscuro	









0.7	 a	2.6	ppm	 (Tabla	3-3).	 En	 el	 espectro	de	RMN	 13C	 se	pueden	apreciar	32	 señales	muy	
similares	a	las	mostradas	anteriormente	para	el	compuesto	7,	16	señales	entre	δC	113	y	δC	145	
ppm	 y	 otras	16	 señales	 entre	 δC	 14	 y	 δC	 45	ppm,	 indicando	 la	presencia	de	 un	dímero	 de	
alquenilfenol	(Tabla	3-4).	El	tipo	de	sustitución	de	los	anillos	aromáticos,	 la	posición	de	los	







laterales	 de	 los	 anillos	 aromáticos	 fue	 confirmada	 de	 forma	 independiente,	 por	medio	 de	
diferentes	experimentos	TOCSY-selectivos	realizados	sobre	las	señales	en	δH	5.25	(H-3’’’)	y	δH	



















de	 las	 cadenas	 laterales,	 dos	 señales	 en	 δC	 73.0	 y	 δC	 72.5	 correspondientes	 a	 carbonos	
oxigenados	y	otras	14	señales	entre	δC	14	y	δC	40,	confirmando	la	presencia	de	un	dímero	de	
alquenilfenol	(Tabla	3-4).	Basados	en	las	correlaciones	observadas	en	los	experimentos	COSY	











el	 compuesto	 9	 es	 un	 dímero	 de	 alquenilfenol	 formado	 por	 los	monómeros	 (E)-4-(dec-2’-
enil)fenol	y	(E)-4-(dec-4’-enil)fenol	y	posteriormente	se	le	asignó	el	nombre	de	eriopodol	G.	
De	forma	general,	del	extracto	etanólico	de	las	hojas	de	P.	eriopodon,	se	aislaron	9	compuestos	
derivados	de	 alquenilfenoles,	 de	 los	 cuales,	 8	de	 ellos	no	presentan	 reportes	previos	 en	 la	
literatura	 y	 se	 reportan	 por	 primera	 vez	 en	 este	 trabajo.	 En	 particular,	 el	 compuesto	 3	
corresponde	a	un	nuevo	quinol	sustuído	con	un	grupo	alquenilo,	por	 lo	que	se	 le	asignó	el	
nombre	común	de	erioquinol;	los	compuestos	2,	4	y	5	corresponden	a	nuevos	alquenilfenoles	




P.	 gibbilimbum,	 utilizada	 en	 la	 medicina	 tradicional	 de	 Papua	 Nueva	 Guinea	 para	 tratar	




anti-inflamatoria	 y	 citotóxica5,8,14–16.	 Estos	 alquenilfenoles,	 se	 caracterizan	 por	 poseer	 una	
estructura	 química	 simple	 a	 partir	 de	 bencenos	 hidroxilados	 y	 sustituidos	 con	 cadenas	










3.3.2 Determinación	 de	 la	 Actividad	 Citotóxica	 de	 los	 compuestos	
aislados	en	líneas	celulares	de	cáncer	humano	
Con	el	fin	de	determinar	el	potencial	antitumoral	de	los	nueve	compuestos,	se	decidió	evaluar	
la	 actividad	 citotóxica	 en	 las	 líneas	 celulares	 de	 cáncer	 humano	 MCF7	 (mama)	 y	 U373	
(glioblastoma),	ampliamente	utilizadas	como	modelos	in	vitro	adecuados	para	la	investigación	
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concentraciones	 (100,	 30,	 10,	 1.0	 y	 0.1	 µg/mL)	 de	 los	 compuestos	 gibbilimbol	 B,	 erioquinol	 y	
eriopodoles	A-G,	antes	de	realizar	el	ensayo	del	MTT.	
Como	se	observa	en	la	figura	3-4,	tanto	los	alquenilfenoles	como	los	dímeros	de	alquenilfenol	
aislados	 de	 la	 especie	 vegetal	 P.	 eriopodon	 mostraron	 tener	 efectos	 de	 inhibición	 del	
crecimiento	celular	dependientes	de	la	concentración	para	las	dos	líneas	celulares	evaluadas,	
























presencia	 de	 un	 doble	 enlace	 en	 la	 posición	 C-3’	 de	 la	 cadena	 lateral.	 Si	 comparamos	 la	
actividad	citotóxica	mostrada	por	el	reemplazo	de	un	grupo	epóxido	(eriopodol	B)	en	lugar	del	
doble	enlace	(gibbilimbol	B);	es	evidente	que	la	presencia	del	doble	enlace	en	la	cadena	lateral	






los	 sarmentosumoles	A	y	B	 (Figura	3-5),	 pero	 con	el	 doble	 enlace	 con	geometría	 (Z)	 en	 la	
posición	C-2’	de	la	cadena	lateral	y	sin	poseer	en	estos	casos	ningún	efecto	citotóxico	en	líneas	
celulares	tumorales	como	K562	(leucemia)	y	A549	(pulmón)8.	
Otro	 compuesto	 estructuralmente	 similar	 a	 los	 reportados	 en	 este	 trabajo	 y	 ampliamente	
reportado	como	un	potente	agente	antitumoral	y	proapoptótico	en	distintos	tipos	de	cáncer	es	
el	 climacostol.	 Este	 alquenilfenol,	 al	 igual	 que	 el	 eriopodol	A	 reportado	 en	 este	 trabajo,	 se	
caracteriza	 por	 tener	 en	 su	 estructura	 química	 un	 benceno	 dihidroxilado	 con	 una	 cadena	









los	 otros	 compuestos	 aislados	 que	 mostraron	 tener	 efecto	 citotóxico,	 el	 erioquinol	 posee	
también	una	cadena	alquílica	de	10	átomos	de	carbono,	con	una	insaturación	en	la	posición	C-
3’.	Adicionalmente,	es	importante	resaltar	que	quinoles	similares	sustituidos	en	la	posición	4,	
con	 grupos	 arilo	 en	 lugar	 de	 alquilo,	 han	 sido	 reportados	previamente	 como	 una	 clase	 de	
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mama19–22.	 Particularmente	 se	 han	 reportado	 otros	 compuestos	 naturales	 con	 actividad	
antitumoral	como	 la	embelina	que,	en	efecto,	comparte	ciertas	características	estructurales	
con	 el	 erioquinol.	 La	 embelina,	 aislada	 de	 la	 planta	 medicinal	 Embelia	 ribes,	 es	 una	
alquilquinona	 que	 posee	 una	 cadena	 alquílica	 lateral	 de	 11	 átomos	 de	 carbono	 sin	
insaturaciones	 (Figura	 3-5)	 y	 ha	 sido	 reportada	 ampliamente	 como	 un	 potente	 agente	
antitumoral	en	diferentes	modelos	in	vitro	e	in	vivo24.	Es	evidente	que	tanto	la	cadena	alquílica,	
como	la	posición	del	doble	enlace	y	el	tipo	de	sustitución	del	anillo	aromático	juegan	un	papel	
fundamental	 en	 la	 presencia	 o	 ausencia	 de	 actividad	 citotóxica,	 sin	 embargo,	 para	 poder	
establecer	de	forma	directa	una	relación	completa	estructura-actividad	es	necesario	llevar	a	
cabo	otros	 trabajos	adicionales	con	 la	ayuda	de	metodologías	computacionales	que	 tal	vez,	





celular	 inducido	 por	 estos	 compuestos	 y	 determinar	 la	 participación	 de	 algunas	 proteínas	
involucradas	en	los	procesos	de	muerte	celular.	
3.4 Conclusiones	
De	 las	 fracciones	 activas	 del	 extracto	 etanólico	 de	 las	 hojas	 de	 P.	 eriopodon,	 se	 realizó	 el	
aislamiento	 de	 nueve	 compuestos	 que	 mostraron	 tener	 efectos	 citotóxicos	 en	 las	 líneas	
celulares	 de	 cáncer	 humano	 U373	 (glioblastoma)	 y	 MCF7	 (mama).	 Todos	 los	 compuestos	























Sharifi-Rad,	 J.;	 Ozleyen,	 A.;	 Turkdonmez,	 E.;	 et	 al.	 Piper	 Species:	 A	 Comprehensive	




(5)		 Orjala,	 J.;	Mian,	 P.;	 Rali,	 T.;	 Sticher,	 O.	 Gibbilimbols	 A-D,	 Cytotoxic	 and	 Antibacterial	
Alkenylphenols	from	Piper	gibbilimbum.	J.	Nat.	Prod.	1998,	61	(7),	939–941.	
(6)		 Bezerra,	D.	P.;	Pessoa,	C.;	De	Moraes,	M.	O.;	Saker-Neto,	N.;	Silveira,	E.	R.;	Costa-Lotufo,	










Cancer	 through	 ROS-Driven	 DNA	 Damage	 and	 Apoptosis.	 Toxicol.	 Appl.	 Pharmacol.	
2014,	280,	86–96.	
Capítulo 3 55 
 









al.	 A	New	Diarylheptanoid	 from	Alpinia	 officinarum	 Promotes	 the	Differentiation	 of	
3T3-L1	Preadipocytes.	Nat.	Prod.	Res.	2018.	
(14)		 Oliveira,	A.	De;	Mesquita,	J.	T.;	Tempone,	A.	G.;	Henrique,	J.;	Lago,	G.;	Guimarães,	E.	F.;	

















Stevens,	 M.	 F.	 G.;	 Westwell,	 A.	 D.	 Quinols	 as	 Novel	 Therapeutic	 Agents.	 2.	 4-(1-












(23)		 Muñoz,	 D.;	 Sandoval-Hernandez,	 A.;	 Delgado,	 W.;	 Arboleda,	 G.;	 Cuca,	 L.	 In	 Vitro	
Anticancer	 Screening	 of	 Colombian	 Plants	 from	 Piper	 Genus	 (Piperaceae).	 J.	
Pharmacogn.	Phyther.	2018,	10	(9),	174–181.	
(24)		 Prabhu,	K.	S.;	Achkar,	I.	W.;	Kuttikrishnan,	S.;	Akhtar,	S.;	Khan,	A.	Q.;	Siveen,	K.	S.;	Uddin,	















diversas	 propiedades	 biológicas,	 que	 no	 puede	 ser	 igualada	 por	 ninguna	 biblioteca	 de	
compuestos	sintéticos	y	en	los	últimos	años	continúan	inspirando	nuevos	descubrimientos	en	
química,	 biología	 y	medicina1,2.	 Los	 compuestos	 fenólicos,	 por	 ejemplo,	 son	 algunos	de	 los	
productos	naturales	que	más	han	llamado	la	atención	de	los	investigadores,	debido	a	su	gran	
potencial	 como	 agentes	 antioxidantes,	 antibacteriales	 y	 antitumorales,	 convirtiéndose	 en	
excelentes	candidatos	para	el	tratamiento	de	enfermedades	como	el	cáncer3–6.	El	género	Piper	
(Piperaceae)	 es	 una	 fuente	 valiosa	 de	 compuestos	 fenólicos	 con	 diferentes	 propiedades	
biológicas7–11	 y	 constituye	 una	 clase	 importante	 de	 plantas	 medicinales	 que	 han	 sido	
reportadas	para	tratar	el	cáncer	en	la	medicina	tradicional	de	China,	India,	Oceanía	y	América	
Latina12–15.	 Compuestos	 como	 la	 piplartina,	 hidroxichavicol,	 4-nerodilcatecol	 y	 los	
gibbilimboles	A-C,	son	un	claro	ejemplo	de	algunos	compuestos	aislados	del	género	Piper,	que	
han	mostrado	 tener	 propiedades	 citotóxicas	 y	 antitumorales	 en	 líneas	 celulares	de	 cáncer	
humano,	induciendo	apoptosis	en	diferentes	modelos	in	vitro	e	in	vivo11,16–19.		
La	 apoptosis	 es	 un	 mecanismo	 de	 muerte	 celular	 programado,	 esencial	 para	 regular	 la	
homeóstasis	 de	 los	 tejidos	 del	 cuerpo	 y	 su	 evasión	 ha	 sido	 considerada	 como	 una	 de	 las	
características	 más	 importantes	 en	 el	 desarrollo	 del	 cáncer20.	 Algunas	 alteraciones	 en	
proteínas	 con	 función	 antiapoptótica	 como	 las	 proteínas	 IAP	 (Proteínas	 Inhibidoras	 de	
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de	 tumores,	 proporcionando	 información	 importante	 sobre	 la	 participación	 de	 XIAP	 en	
mecanismos	de	muerte	celular	tanto	dependientes	como	independientes	de	caspasas.	




Los	 compuestos	 gibbilimbol	 B,	 eriopodol	 A	 y	 erioquinol	 fueron	 purificados	 del	 extracto	




































tratadas	 se	 usaron	 como	 control	 positivo	 y	 la	 supervivencia	 celular	 se	 calculó	 como:	 %	
supervivencia	=	100	(X/control),	donde	X	es	el	promedio	de	la	lectura	del	metabolismo	de	MTT	


















experimentos	 de	 Inmunofluorescencia	 de	 doble	marcaje,	 se	 utilizó	 el	 anticuerpo	 primario	
monoclonal	 anti-citocromo	 C	 (1:1300,	 Cell	 Signaling	 Technology,	 Ref:	 12963)	 obtenido	 de	










(Leica	Microsystems).	 La	 adquisición	de	 las	 imágenes	 fue	 controlada	 con	el	software	Leica	
Application	Suite	X.	
4.2.6 Citometría	de	flujo	









TGX	 Stain-free	 precast	 gels	 and	 Criterion	 Cell	 system;	 Bio-Rad)	 y	 posteriormente	 fueron	
transferidos	a	una	membrana	de	nitrocelulosa	usando	un	sistema	Bio-Rad	Trans-Blot	Turbo.	















mitocondrial	 con	 TMRM	 (ester	 metílico	 de	 tetrametil	 rodamina),	 un	 colorante	 catiónico	
lipofílico	 sensible	 al	 voltaje	 de	 las	 membranas	 de	 las	 mitocondrias31.	 Después	 de	 los	
tratamientos,	las	células	fueron	tripsinizadas,	contadas	e	incubadas	con	una	concentración	100	






con	 poli-L-lisina	 y	 expuestas	 a	 una	 concentración	 30	 µM	 de	 DCFH-DA	 (diacetato	 de	 2′,7’-
diclorofluoresceina)	en	buffer	fosfato	0.1	M,	pH	7.4;	y	fijadas	en	paraformaldehído	al	4%	por	
20	minutos.	Para	la	detección	de	fluorescencia,	los	cubreobjetos	fueron	montados	en	láminas	





Para	 realizar	 los	 cálculos	 se	 utilizó	 la	 estructura	 cristalográfica	 PDB	 5C83	 reportada	 en	 el	
Protein	Data	Banck32.	 La	macromolécula	 fue	preparada	 la	herramienta	Protein	Preparation	
Wizard	del	programa		Free	Maestro	(Schrödinger	Release	2019-4:	Maestro,	Schrödinger,	LLC,	









Maestro	 (Desmond	Molecular	 Dynamics	 System;	 D.	 E.	 Shaw	Research,	 New	 York,	 NY,	 USA,	
2016),	 usando	 los	 parámetros	 del	 campo	 de	 fuerza	 OPLS	 2005.	 Se	 utilizó	 un	 sistema	 de	
solvatación	 TIP3P	 y	 el	 modelo	 predefinido	 para	 un	 sistema	 eléctricamente	 neutro	
(concentraciones	fisiológicas	de	iones	monovalentes,	NaCl	0.15	M)	en	una	caja	ortorrómbica	a	
temperatura	 constante	 (300	 K)	 en	 todas	 las	 simulaciones.	 	 Los	 resultados	 de	 la	 dinámica	













Pure	 RNA	 Isolation	 Kit	 (Roche	 Applied	 Science,	 Mannheim,	 Alemania)	 siguiendo	 las	
instrucciones	del	fabricante.	La	síntesis	de	primera	cadena	de	cDNA	se	realizó	a	partir	de	1	µg	
de	RNA	usando	el	Kit	 iScript	Reverse	Transcription	 Supermix	 (Bio-Rad)29.	 La	secuencia	de	
primers	específicos	diseñados	para	XIAP	(Eurofins	Genomics,	Milano,	Italia)	fue	la	siguiente	
(NM_001167;	Directo	ACCGTGCGGTGCTTTAGTT,	Inverso	TGCGTGGCACTATTTTCAAGATA)	y	
para	 β-actina	 (NM_001101;	 Directo	 ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC,	 Inverso	
CACCTTCTACAAT	GAGCTGCGTGTG).	La	PCR	se	realizó	utilizando	el	Kit	SsoAdvanced	Universal	
SYBR	Green	Supermix	en	el	equipo	de	detección	de	PCR	CFX96	Touch	Real-Time	PCR	Detection	
System	 (Bio-Rad).	 El	 número	 de	 veces	 de	 cambio	 en	 la	 expresión	 fue	 determinado	 como	
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de	 mama	 MCF7	 (sección	 3.3.2),	 por	 lo	 cual	 fueron	 seleccionados	 para	 realizar	 ensayos	
adicionales	 de	 MTT	 en	 las	 líneas	 celulares	 PC-3	 (cáncer	 de	 próstata)	 y	 A549	 (cáncer	 de	
pulmón),	usando	el	gibbilimbol	B	como	compuesto	de	referencia19,34.	La	actividad	citotóxica	de	
estos	tres	compuestos	también	fue	evaluada	en	células	HUVEC	(células	endoteliales	de	vena	
de	 cordón	umbilical	 humano)	 y	 en	 la	 línea	 celular	no	 tumoral	de	mama	humana	MCF10	a	
tiempos	de	24	horas	(Figura	4-1).	
Los	 resultados	 del	 ensayo	 del	 MTT	 confirman	 el	 potencial	 citotóxico	 de	 los	 compuestos	
eriopodol	A	y	erioquinol,	con	valores	de	IC50	de	6.12	y	2.65	µg/mL	respectivamente	en	la	línea	
celular	A549;	y	de	1.84	y	2.21	µg/mL	en	la	línea	celular	PC-3	(Figura	4-1A).	Estos	valores	de	





µg/mL	 (Figura	 4-1B).	 Las	 diferencias	 encontradas	 en	 los	 valores	 de	 IC50	 en	 estas	 líneas	
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celulares	no	transformadas	y	altamente	proliferantes,	sugiere	que	su	modo	de	acción	no	es	
específico	 para	 células	 cancerígenas.	 Sin	 embargo,	 es	 conocido	 que	 muchos	 compuestos	
citotóxicos	 utilizados	 en	 quimioterapia	 afectan	 principalmente	 las	 células	 que	 proliferan	
rápidamente,	 lo	 cual	 llega	 a	 impactar	 a	 las	 poblaciones	 celulares	 normales	 altamente	
proliferativas,	tales	como	las	células	de	la	medula	ósea,	entre	otras35,36.	
 
Figura	 4-1:	 Efecto	 citotóxico	 de	 los	 compuestos	 gibbilimbol	 B,	 eriopodol	 A	 y	 erioquinol	 en	 líneas	









































































































































































































































































































los	 ensayos	 de	MTT:	 30	 µg/mL	 para	 el	 gibbilimbol	 B	 y	 eriopodol	 A;	 y	 10	 µg/mL	 para	 el	
erioquinol.		
Inicialmente,	se	realizó	el	ensayo	TUNEL	para	determinar	el	daño	en	el	ADN	en	 las	células	
tratadas	 con	 los	 compuestos	 por	 12	 h,	 en	 el	 cual	 se	 observó	 un	 incremento	 en	 núcleos	
fluorescentes	en	células	tratadas	con	gibbilimbol	B	y	eriopodol	A	(Figura	4-3A),	demostrando	
que	 hay	 degradación	 del	 ADN,	 típica	 de	 un	 estado	 de	 apoptosis	 tardía.	 Por	 otra	 parte,	 se	
observaron	pocas	 células	 con	marcación	positiva	 a	 la	degradación	del	ADN	cuando	 fueron	
tratadas	con	erioquinol	(Figura	4-3A).	Adicionalmente,	cuando	las	células	MCF7	se	trataron	
por	un	periodo	de	6	h	con	concentraciones	crecientes	de	los	compuestos,	las	células	que	fueron	
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Se	 observó	 que	 las	 células	 U373	 y	 las	 células	 MCF7	 respondieron	 de	 forma	 similar	 a	 los	
tratamientos	con	los	tres	compuestos,	tanto	el	gibbilimbol	B	como	el	eriopodol	A	indujeron	
efectos	 apoptóticos,	 mientras	 que	 el	 erioquinol	 mostró	 tener	 efectos	 no	 apoptóticos,	
permitiendo	suponer	que	los	mecanismos	de	muerte	celular	inducidos	por	los	compuestos	son	
comparables	en	las	dos	líneas	tumorales.	Así	mismo,	en	la	línea	celular	MCF10	también	fue	
evidente	 la	 activación	 de	 caspasa	 7	 cuando	 se	 trataron	 las	 células	 con	 los	 compuestos	
gibbilimbol	 B	 y	 eriopodol	 A	 (30	 µg/mL),	 a	 diferencia	 del	 tratamiento	 con	 erioquinol	 (10	
µg/mL)	(Anexo	A-Figura	5-44A).	




concentraciones	 de	 30	 µg/mL	 para	 gibbilimbol	 B	 o	 eriopodol	 A	 y	 de	 10	 µg/mL	 para	 el	
erioquinol.	Los	resultados	mostraron	que	tanto	las	células	MCF7	como	U373	tratadas	con	los	
tres	compuestos,	presentaron	una	disminución	similar	en	la	fluorescencia	del	TMRM	(Figura	
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Figura	4-5:	Muerte	celular	 y	 disfunción	mitocondrial	 inducida	en	células	U373	por	 los	 compuestos	
aislados	de	P.	eriopodon.	(A)	Imágenes	de	inmunofluoresencia	confocal	de	caspasa	7	clivada	(rojo)	en	
células	U373	 tratadas	por	6	h	en	ausencia	 (CTRL)	o	en	presencia	de	gibbilimbol	B/eriopodol	A	 (30	
µg/mL)	y	erioquinol	(10	µg/mL).	Los	núcleos	(azul)	fueron	teñidos	con	DAPI	y	el	citoesqueleto	(verde)	
con	faloidina.	La	barra	de	escala	corresponde	a	25	µm.	(B)	Células	U373	vistas	al	microscopio	de	campo	
claro	 (panel	 superior)	y	 sometidas	a	 tinción	con	DAPI	 (panel	 inferior),	 tratadas	por	6	h	en	ausencia	
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uno	 de	 los	 factores	 característicos	 asociados	 a	 la	 liberación	 de	 citocromo	 c	 al	 citoplasma,	
desencadenando	así	la	cascada	apoptótica.	Con	el	fin	de	evaluar	la	liberación	de	citocromo	c,	
se	 realizaron	 ensayos	 de	 inmunofluorescencia	 en	 las	 líneas	 celulares	 U373	 y	 MCF7	 bajo	














principales	 fuentes	 de	 especies	 reactivas	 de	 oxígeno	 (ROS)	 a	 nivel	 celular.	 También	 se	 ha	
demostrado	que	muchas	 células	 tumorales	 sobreviven	bajo	 condiciones	 elevadas	de	 estrés	
oxidativo	 endógeno,	 por	 lo	 que	 alterar	 los	 niveles	 de	 ROS	 podría	 determinar	 un	 papel	
fundamental	en	el	destino	de	las	células	tumorales37.	Con	el	propósito	de	evaluar	los	niveles	
de	 ROS,	 las	 células	 MCF7	 y	 U373	 se	 sometieron	 a	 tinción	 con	 DCFH-DA,	 un	 colorante	
fluorogénico	permeable	a	 la	célula	que	mide	 la	actividad	de	diferentes	ROS	como	radicales	
hidroxilo	y	peróxido.	
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después	del	tratamiento	con	erioquinol,	en	los	que	se	observa	un	incremento	de	ROS,	junto	con	
la	no	 activación	de	 caspasas,	 diferencian	 los	mecanismos	de	muerte	 celular	 respecto	 a	 los	
mecanismos	 inducidos	 por	 los	 compuestos	 gibbilimbol	 B	 y	 eriopodol	 A.	 En	 efecto,	 el	
tratamiento	con	erioquinol	no	produce	activación	de	caspasas,	pero	es	probable	que	induzca	
un	 fuerte	 estrés	mitocondrial	 que	 se	 ve	 reflejado	 en	 la	 producción	 y	 liberación	de	 ROS	 al	
citoplasma	celular.	
Finalmente,	se	confirmó	el	efecto	apoptótico	de	los	compuestos	gibbilimbol	B	y	eriopodol	A	










demostrar	 que	 estos	 dos	 compuestos	 inducen	 apoptosis	 por	 medio	 de	 la	 vía	 intrínseca,	
desencadenada	inicialmente	por	permeabilización	de	membrana	mitocondrial,	seguida	de	la	
liberación	 de	 citocromo	 c,	 una	 activación	 temprana	 de	 caspasa	 9	 y	 consecutivamente	 de	












Figura	4-8:	Muerte	celular	 dependiente	 e	 independiente	 de	 caspasas,	 inducida	 por	 los	 compuestos	
aislados	de	P.	eriopodon.	(A)	Las	células	MCF7	fueron	tratadas	por	6	h	en	ausencia	(CTRL)	o	presencia	









con	 las	 respectivas	muestras	control,	 establecidas	como	el	100	%.	Los	datos	son	representativos	de	
cuatro	expermentos	independientes. 
Se	han	 reportado	varios	mecanismos	de	muerte	 celular	diferentes	de	 la	apoptosis40–42.	 Por	
ejemplo,	 la	 necroptosis	 y	 ferroptosis	 son	 dos	 formas	 de	 muerte	 celular	 programada	 no	
apoptótica,	que	no	involucran	la	participación	de	caspasas	en	sus	mecanismos	de	muerte	y	que	
pueden	 ser	 inhibidas	 respectivamente	 por	 acción	 de	 las	 proteínas	 necrostatina-1	 y	
ferrostatina-142.	 En	 este	 sentido	 y	 con	 el	 fin	 de	 determinar	 si	 el	 efecto	 producido	 por	 el	







tanto	 de	 necroptosis	 como	 de	 ferroptosis.	 Recientemente,	 el	 incremento	 de	 ROS	 ha	 sido	
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lo	tanto,	al	igual	que	la	muerte	inducida	por	el	erioquinol,	involucra	mecanismos	de	muerte	
diferentes	 a	 necroptosis	 y	 ferroptosis43.	 Dadas	 las	 características	 de	 esta	 forma	de	muerte	
celular,	se	puede	suponer	que	el	tratamiento	con	erioquinol	podría	desencadenar	una	cascada	
similar	 de	 eventos	 a	 los	 producidos	 en	 la	 oxeiptosis,	 sin	 embargo,	 se	 requiere	 de	 trabajo	
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Por	 otro	 lado,	 las	 cadenas	 carbonadas	 de	 tipo	 alquílico	 de	 todos	 los	 ligandos	 evaluados	





















sobreexpresión	 ha	 sido	 reportada	 tanto	 en	 líneas	 celulares	 de	 cáncer	 humano	 como	 en	
diferentes	tumores	obtenidos	de	pacientes	con	cáncer23,52,53,	convirtiéndose	esta	proteína	en	
un	 blanco	 molecular	 atractivo	 para	 el	 desarrollo	 de	 nuevos	 agentes	 terapéuticos	 en	 el	
tratamiento	 del	 cáncer26,54–56.	 Algunos	 reportes	 de	 compuestos	 naturales	 con	 actividad	
antagonista	 de	 la	 proteína	 XIAP,	 incluyen	 a	 compuestos	 como	 embelina,	 witaferina	 A,	
berberina	y	timoquinona,	que	han	mostrado	tener	propiedades	antitumorales	asociadas	a	la	
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Teniendo	en	 cuenta	 los	 resultados	obtenidos	 en	 el	modelado	molecular	de	 los	 compuestos	











silenciamiento	 se	disminuyó	 cerca	de	un	40	%	 la	viabilidad	 celular	 en	 comparación	 con	el	
control	siRNA	scramble	(Figura	4-11B);	estos	resultados	han	sido	reportados	previamente	en	
las	mimas	líneas	celulares61–63,	confirmando	la	dependencia	de	XIAP	para	la	supervivencia	de	







de	 XIAP,	 inclusive	 cuando	 se	 utilizaron	 concentraciones	 de	100	nM	 de	 siRNA	por	 24	 h,	 se	
observó	de	forma	paralela	un	aumento	en	los	niveles	de	caspasa	7	clivada	y	la	pérdida	total	de	
la	 viabilidad	 celular	 (Anexo	 A	 -	 Figura	 5-44B),	 sería	 posible	 sugerir	 que	 los	 compuestos	
















un	 siRNA	 control	 (scr	 siRNA)	 o	 específico	 para	 XIAP	 (50nM),	 utilizando	 LDH	 como	 control.	 La	
densitometria	fue	realizada	sobre	el	siRNA	control	(scr	siRNA).	Las	imágenes	son	representativas	de	































































































































antitumorales,	 consisten	 en	 identificar	moléculas	 nuevas	 o	 conocidas	 que	 antagonicen	 los	
inhibidores	endógenos	de	apoptosis,	miembros	de	las	familias	de	las	IAPs	o	de	BCL-223,26,65,66.		
En	particular,	XIAP	es	considerada	como	el	inhibidor	más	potente	de	la	apoptosis	y	como	el	
último	 salvavidas	 que	 tiene	 la	 célula	 antes	 de	 entrar	 en	 apoptosis,	 ya	 que	 bloquea	 el	
funcionamiento	tanto	de	caspasas	iniciadoras	(caspasa	9)	como	efectoras	(caspasas	3	y	7)	con	
el	 único	 objetivo	 de	 evitar	 la	muerte	 celular.	 Esta	 interacción	 entre	 la	proteína	 XIAP	 y	 las	
caspasas	 es	mediada	 en	 su	mayoría	por	 el	 dominio	BIR3	de	XIAP	y	por	 lo	 tanto,	 cualquier	
molécula	que	pueda	unirse	al	sitio	activo	del	dominio	BIR3,	puede	imitar	la	acción	de	Smac	e	
inhibir	la	interacción	entre	XIAP	y	las	caspasas24,26.	Sin	embargo,	la	versatilidad	de	la	proteína	




la	dependiente	 de	 la	 autofagia	 y	 la	 necroptosis49,67–69,	 haciendo	 de	 XIAP	 una	 proteína	muy	
importante	que	puede	participar	en	múltiples	vías	celulares.	

































tienen	 los	 compuestos	 aislados	 de	 la	 especie	 vegetal	 P.	 eriopodon,	 no	 solamente	 para	
compuestos	 de	 tipo	 alquenilfenol,	 sino	 también	 para	 estructuras	 similares	 de	 tipo	 quinol,	
sustituidas	en	 la	posición	4	con	un	grupo	alquenilo.	Aunque	 los	 tres	compuestos	producen	
efectos	similares	sobre	la	mitocondria	e	inducen	la	muerte	en	células	tumorales,	dos	de	ellos	
(eriopodol	A	y	gibbilimbol	B)	actúan	por	mecanismos	dependientes	de	activación	de	caspasas	
para	 inducir	 apoptosis,	 mientras	 que	 el	 compuesto	 restante	 (erioquinol),	 induce	 muerte	
celular	 por	 medio	 de	 mecanismos	 no	 apoptóticos	 independientes	 de	 caspasas.	
Interesantemente,	 el	modelado	molecular	 y	 algunos	 ensayos	biológicos	 realizados	 sobre	 la	

















en	 la	 célula,	 induciendo	 disfunción	 mitocondrial,	 liberación	 de	 citocromo	 c	 y	 posterior	
activación	de	caspasas	iniciadoras	(caspasa	9)	y	efectoras	(caspasa	7).	El	erioquinol,	aunque	







Sin	embargo,	aunque	ninguno	de	 los	 tres	compuestos	produjo	cambios	significativos	en	 los	
niveles	de	la	proteína	XIAP	y	se	descartó	la	posibilidad	de	que	los	compuestos	puedan	regular	
la	expresión	de	esta	proteína	en	las	líneas	tumorales	evaluadas,	los	resultados	obtenidos	por	
medio	 de	 acoplamiento	 molecular	 y	 del	 silenciamiento	 de	 XIAP	 en	 las	 células	 MCF7,	 son	
consistentes	 con	 un	 efecto	 antagónico	 sobre	 esta	 proteína,	 por	 medio	 de	 la	 unión	 de	 los	
compuestos	al	dominio	BIR3	de	XIAP.	
Aunque	algunos	aspectos	están	por	ser	dilucidados	completamente,	los	resultados	obtenidos	
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El	 screening	 de	 citotoxicidad	 en	 células	 tumorales	 realizado	 a	 28	 extractos	 etanólicos	
obtenidos	de	diferentes	especies	del	género	Piper,	permitió	establecer	que	las	tres	especies	
vegetales	con	mayor	potencial	citotóxico	fueron	P.	eriopodon,	P.	bogotense	y	P.	cumanense.	El	




El	 estudio	 fitoquímico	 de	 las	 fracciones	 más	 activas	 del	 extracto	 etanólico	 de	 hojas	 de	 P.	
eriopodon,	 condujo	 al	 aislamiento	 y	 caracterización	 estrucutral	 de	 nueve	 compuestos	
derivados	de	alquenilfenol	(1	a	9).	El	compuesto	1	fue	identificado	como	gibbilimbol	B,	aislado	
inicialmente	 de	 la	 planta	medicinal	P.	 gibbilimbum,	 mientras	 que	 los	 otros	 compuestos	 se	


















sarmentosumol	B	que	 tienen	 insaturación	en	C-2’	con	geometría	de	 tipo	Z,	 es	evidente	que	
tanto	el	tipo	de	sustitución	del	anillo	aromático	como	la	geometría	y	posición	de	la	insaturación	
en	la	cadena	alquílica	son	determinantes	en	la	presencia	o	ausencia	de	actividad	citotóxica.	
Los	 tres	 compuestos	 con	 mayor	 potencial	 antitumoral	 fueron	 el	 erioquinol,	 seguido	 del	





dos	 líneas	 celulares	 no	 transformadas	 y	 altamente	 proliferantes,	 sugiere	 que	 sus	 efectos	
citotóxicos	 no	 están	 correlacionados	 necesariamente	 con	 las	 células	 cancerígenas.	 Sin	
embargo,	aún	queda	por	establecer	si	su	efecto	citotóxico	está	relacionado	directamente	con	





de	 tipo	 Z	 en	 C-3’.	 Este	 compuesto	 natural	 aislado	 de	 P.	 eriopodon	 reúne	 diferentes	
características	 estructurales	 de	 potentes	 agentes	 antitumorales,	 como	 es	 el	 caso	 de	 los	
quinoles	 sustituidos	 en	 la	 posición	 4	 con	 grupos	 arilo,	 así	 como	 de	 quinonas	 y	 fenoles	
sustituidos	con	cadenas	alquílicas	como	la	embelina	y	el	climacostol,	razón	por	lo	cual	puede	




permitió	 establecer	 que	 los	 compuestos	 eriopodol	 A	 y	 gibbilimbol	 B	 son	 inductores	 de	
apoptosis,	 por	 medio	 de	 disfunción	 mitocondrial,	 liberación	 de	 citocromo	 c	 y	 posterior	
activación	de	caspasas	9	y	7.	Por	otro	lado,	se	determinó	que	el	mecanismo	de	muerte	celular	
producido	 por	 el	 erioquinol	 es	 independiente	 de	 procesos	 de	 muerte	 como	 apoptosis,	
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necreptosis	 y	 ferroptosis,	 ya	 que	 este	 compuesto	 induce	 un	mecanismo	 de	muerte	 celular	
independiente	 de	 caspasas,	 que	 se	 caracteriza	 por	 disfunción	 mitocondrial,	 seguida	 de	 la	
liberación	de	citocromo	c	y	una	fuerte	acumulación	de	ROS	en	el	citoplasma	celular.		
Los	 estudios	 de	 acoplamiento	 y	 dinámica	molecular	 realizados	 con	 el	 dominio	 BIR3	 de	 la	
proteína	 antiapoptótica	 XIAP,	 permitieron	 establecer	 que	 los	 compuestos	 erioquinol,	
eriopodol	A	y	gibbilimbol	B	pueden	formar	un	complejo	estable	con	XIAP,	ya	que	son	capaces	
de	unirse	a	su	dominio	BIR3	en	el	mismo	sitio	de	unión	de	su	antagonista	endógeno	Smac	y	de	




celular	 en	 comparación	 con	 el	 control,	 confirmando	 la	 dependencia	 de	 XIAP	 para	 la	
supervivencia	de	las	células	MCF7	e	indicando	que	los	mecanismos	de	muerte	en	esta	línea	
celular	 están	 bloqueados	 por	 XIAP.	 Adicionalmente,	 el	 tratamiento	 con	 los	 compuestos	
erioquinol,	eriopodol	A	y	gibbilimbol	B	en	las	células	MCF7	silenciadas	para	XIAP,	mostró	un	
incremento	significativo	tanto	del	efecto	citotóxico,	como	de	la	activación	de	caspasa	7	clivada,	
sugiriendo	 un	 efecto	 combinado	 de	 los	 compuestos	 con	 el	 silenciamiento	 específico	 de	 la	
proteína	XIAP.	Sin	embargo,	aunque	ninguno	de	los	tratamientos	realizados	con	erioquinol,	
eriopodol	A	o	gibbilimbol	B	en	células	MCF7	produjo	cambios	significativos	en	los	niveles	de	





aislados	de	P.	 eriopodon	 poseen	 un	gran	 potencial	 biológico	 y	 se	 pueden	 considerar	 como	
excelentes	 candidatos	 en	 la	 búsqueda	 de	 nuevos	 agentes	 antitumorales.	 Los	 compuestos	
erioquinol,	 eriopodol	 A	 y	 gibbilimbol	 B	 pueden	 activar	 rutas	 de	 muerte	 celular	 tanto	
dependientes	 como	 independientes	 de	 caspasas	 e	 inducen	 un	 efecto	 antagónico	 sobre	 la	
proteína	 XIAP,	 sugiriendo	 adicionalmente	 que	 esta	 proteína	 también	 podría	 influir	 en	 la	








de	 defensa	 de	 las	 plantas	 los	 encargados	 de	 producir	 diferentes	 sustancias	 con	 efectos	
citotóxicos.	Por	esta	razón	y	aprovechando	la	amplia	biodiversidad	y	distribución	del	género	
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tratadas	 con	 eriopodol	 A,	 gibbilimbol	 B	 y	 erioquinol.	 (B)	 XIAP	 y	 caspasa	 7	
clivada	en	células	MCF7	transfectadas	con	un	siRNA	control	o	específico	para	
XIAP	durante	24	h	a	concentración	de	100	nM	





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura	 IS.4-45:	 Proporción	 de	 las	 interacciones	 del	 ligando	 con	 la	 proteína,	 durante	 la	
dinámica	 molecular	 de	 50	 ns	 entre	 la	 proteína	 XIAP	 y	 los	 compuestos	 (A)	 embelina,	 (B)	
erioquinol,	(C)	eriopodol	A	y	(D)	gibbilimbol	B.	
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